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Vorrichtung und Verfahren zur simultanen 
Bestimmung von Blutgruppenantigenen 



Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung fiir Lateral-Diagonal-Fluss Multiparame- 
ter Tests, insbesondere auf dem Gebiet der Blutgruppenserologie, zum gleichzei- 

10 tigen, qualitativen oder quantitativen Bestimmen mehrerer Analyten in einer fltls- 
sigen Probe, umfassend eine Membran mit einer Aufgabezone zum Auftragen der 
flussigen Probe, mindestens zwei Indikatorzonen, die mit dem/den Analyten in 
Wechselwirkung treten kdnnen und mindestens einem Absorptionsbereich, wel- 
cher die Fltissigkeit nach Passieren der Indikatorzonen aufhimmt, wobei die Indi- 

15 katorzonen zwischen der Aufgabezone und einem Absorptionsbereich liegen, da- 
durch gekennzeichnet, dass die FlieBrichtungen von der Aufgabezone durch die 
jeweiligen Indikatorzonen zu einem Absorptionsbereich (FlieBspuren) im We- 
sentlichen parallel sind und mindestens zwei unterschiedliche FUeBspuren vorlie- 
gen. 

20 

Die Erfindung betrifft weiter ein Verfahren zur Bestimmung mehrerer Analyten in 
einer flussigen Probe, umfassend das Auftragen der Probe auf die Aufgabezone 
einer Membran der erfindungsgemaBen Vorrichtung, wobei diese Probe in ausrei- 
chender Menge vorliegt, urn die Probenfliissigkeit dazu zu veranlassen, in Rich- 
25 tung Absorptionsbereich durch die Indikatorzonen zu flieBen und urn die Analyten 
oder ihre Derivate in der Probenfliissigkeit dazu zu veranlassen, in den Indikator- 
zonen einen Komplex zu bilden, insbesondere zur simultanen Bestimmung von 
Blutgruppenantigenen. 
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In der blutgruppenserologischen Diagnostik werden allgemein Parameter nach- 
gewiesen, die besonders im Zusammenhang mit Transfusionen bzw. dem Morbus 
Hamolyticus Neonatorum von Bedeutung sind. Dabei handelt es sich unter ande- 
rem urn den Nachweis von Antigenen auf der Oberflache der Erythrozyten, die fiir 
5 die Blutgruppen charakteristisch sind. Weitere wichtige Antigensysteme befinden 
sich auch auf Thrombozyten, Granulozyten, Lymphozyten, die ebenfalls bei 
Transfusion und/oder Transplantation eine Rolle spielen. 

BekanntermaBen werden zur Bestimmung der Blutgruppenantigene die Erythro- 
10 zyten der zu testenden Person (Spender oder Empfanger) mit Reagenzien, welche 
blutgnippenspezifische Antikorper enthalten, zusammengebracht. Ublicherweise 
handelt es sich urn Fltissigkeitstests, bei denen durch Mischen einer Erythrozyten- 
haltigen Probe mit einer Probe, welche Antikorper enthalt, die gegen ein be- 
stixnmtes Blutgruppenmerkmal gerichtet sind, ein Testansatz hergestellt wird. Der 
15 Testansatz wird dann liber einen definierten Zeitraum und unter definierten Be- 
dingungen inkubiert und nach Abschluss der Inkubation oder direkt oder nach 
einem Zentrifugationsschritt entweder visuell oder mit optischen Methoden auf 
eine eventuelle Agglutination oder Adsorption der Erythrozyten uberpruft. Die 
vorherrschende Endpunktmessung in der Blutgruppenserologie ist nach wie vor 
20 die Hamagglutination. Fiir jede zu bestimmende Blutgruppe muss ein eigener An- 
satz pipettiert werden, d. h. z. B. die Bestimmimg der 9 wichtigsten Blutgruppen 
A, B, D, C, c, E, e, Cw und K erfordert ohne Kontrolle 9 getrennte Ansatze. 

Lateral-Fluss-Tests fmden heute vielfach Anwendung als Schnelltests, z. B. als 
25 Schwangerschaftstests, zur Bestimmung von Infektionsmarkern oder als Drogen- 
screen. Eine Lateral-Fluss-Test-Anordnung besteht bekanntermaBen aus einem 
festen Trager, auf dem eine Aufgabezone fiir die zu untersuchende Probe aufge- 
bracht ist, eine Trennmembran, auf der Bindungselemente, z. B. Fangerantikorper 
bzw. -antigene gebimden sind und auf der sich Bindungsreaktionen nachweisen 
30 iassen und ein saugfahiger Absorptionsbereich, der die zu untersuchende Probe 
durch die Trennmembran fliefien lasst. 
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Testmembranen herkommlicher Lateral-Fluss-Tests werden in der Regel mit 
chromatographie-ahnlicher Auftrennung beschrieben. Der Analyt in der Probe 
bindet spezifisch an die in einer Membran befestigten Bindungselemente, die in 
der Regel in hintereinanderliegenden bzw. iibereinanderstehenden Banden ange- 

5 ordnet als Indikatorzonen vorliegen. Der Bindungskomplex wird durch Indikator- 
partikel sichtbar gemacht, welche in der Regel in einem Konjugat-Freisetzungs- 
Pad eingetrocknet in der Anordnung bereits vorliegen. Das Konjugat- 
Freisetzungs-Pad ist typischerweise zwischen Aufgabezone und Membran ange- 
bracht. Die vorbeschichteten farbigen Indikatorpartikel sind beispielsweise mit 

10 einem gegen den gesuchten Analyten gerichteten Antikorper beschichtet. 

Das ubliche Lateral-Fluss-Test-Format ist das eines sogenannten Sandwich- 
Assays", bei dem sowohl die Indikatorzone als auch die Indikatorpartikel mit ge- 
gen den gesuchten Analyten gerichteten Liganden, normalerweise ein Antikorper, 
belegt sind. Dabei ist der Ligand (Bindungselement) an die Membran immobili- 
15 siert. Das Detektor-Reagenz, normalerweise ein Antikorper, welcher an gefarbte 
Polystyrol-Partikel oder kolloidale Metalle gebunden ist, ist im Konjugat- 
Freisetzungs-Pad auswaschbar deponiert. Dieser Bindungskomplex dient als Indi- 
katorpartikel. Nach Auftragen der zu untersuchenden Probe benetzt diese sehr 
schnell das Konjugat-Freisetzungs-Pad, wodurch die Indikatorpartikel mobilisiert 
20 werden. Die Indikatorpartikel migrieren mit der Fliissigkeitsfront entlang der po- 
rosen Membran. Ein in der Probe befindlicher Analyt wird durch den Antikorper, 
der an das Indikatorpartikel gekoppelt ist, gebunden. Wenn die Probe die Indika- 
torzone passiert, wird der Analyt/Indikatorpartikel-Komplex in der Indikatorzone 
durch Reaktion des Analyten mit dem in der Indikatorzone gebundenen Antikor- 
25 per immobilisiert, was zu einem sichtbaren Signal fiihrt. 

Ein weiteres bekanntes Testformat fur kleine Analyten mit nur einer einzigen an- 
tigenen Determinante, die nicht gleichzeitig zwei Antikorper binden kann, ist der 
sogenannte „Kompetitions-Assay << . Das an die Indikatorpartikel gebundene De- 
tektor-Reagenz ist normalerweise ein dem Analyten identisches oder analoges 
30 Molekiil. Die Indikatorpartikel sind im Konjugat-Freisetzungs-Pad deponiert. Die 
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Indikatorpartikel migrieren mit der Fltissigkeitsfront entlang der porSsen Mem- 
bran. Wenn die Probe, die Analyt enthalt, und die Indikatorpartikel (die effektiv 
ebenfalls Analyt enthalten) die Indikatorzone passieren, bindet ein Teil der Ana- 
lytmolekule in der Probe und ein Teil der Indikatorpartikel. Je mehr Analyt sich in 
5 der Probe befindet, umso effektiver wird er mit der Bindung der Indikatorpartikel 
kompetieren, umso schwacher wird das Signal. 

BekanntermaBen sind diese Indikatorpartikel iiberwiegend aus kolloidalem Gold 
Oder aus Polystyrol, die mit dem Fachmann bekannten Methoden hergestellt und 

10 beschichtet werden. In den typischen Lateral-Fluss-Tests Formaten werden die 
Analyten indirekt bestirnmt. Unter direkter Bestimmung eines Analyten wird hier 
verstanden, dass der Analyt bereits an das Indikatorpartikel (z. B. Erythrozyt) na- 
ttirlich gebunden ist. In dem gebrauchlicheren Fall der indirekten Bestimmung des 
Analyten enthalt die zu testende Probe in der Regel eine nicht zellular gebundene, 

15 z. B. plasmatische Komponente als Analyten und es werden neben der zu testen- 
den Probe zwei Reagenz-Komponenten benStigt, namlich Indikatorpartikel und 
Bindungselement. Bei der indirekten Bestimmung bindet der Analyt zunachst an 
die aus dem Konjugat-Freisetzungs-Pad herausgelcisten Indikator-Partikel, bevor 
dieser Komplex dann durch eine zweite Reaktion mit dem Bindungselement in 

20 den Indikatorzonen immobilisiert wird. 

Bei der Verwendung herk6mmlicher Lateral-Fluss-Tests mit Erythrozyten als 
Indikatorpartikeln, die die zu bestirnmenden Analyten, beispielsweise Blutgrup- 
pen-spezifische Antigene, gebunden haben, werden bislang in den Indikatorzonen 

25 AntikOrper gegen korrespondierende Blutgruppenantigene als Bindungselemente 
in hintereinanderliegenden bzw. tibereinanderstehenden Banden nur einer FlieB- 
spur angeordnet, wie zum Beispiel anti-A, anti-B gegen die Blutgruppen-Antigene 
A bzw. B oder Antikorper gegen Antigene des Rh Blutgruppensystems. Dabei 
weisen herkommliche Lateral-Fluss-Tests den Nachteil auf, dass die an die Anti- 

30 korper gebundenen Erythrozyten eine Flussbarriere fur die weiter zu untersuchen- 
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den Analyte, beispielsweise weitere Zell-assoziierte Antigene, in einer Probe bil- 
den. Durch Agglutination oder Adsorption von Zellen in einer proximal zur Auf- 
gabezone liegenden Bande von Bindungselementen konnen sich weitere Analy- 
ten, insbesondere assoziiert an Zellen bzw. Zellfragmente, in der zu untersuchen- 

5 den Probe nicht weiter ungehemmt und sichtbar auftrennen und kOnnen folglich 
nicht eindeutig bzw. vollstandig nachgewiesen werden. Dies kann z. B. bei einer 
Person, die Blutgruppe AB Rh D positiv ist, zu einer Abschwachung bzw. Elimi- 
nierung der B- und der D-Bande fuhren, was zu einer Fehlinterpretation im Sinne 
von Blutgruppe A Rh negativ fuhren konnte. Bislang konnten deshalb speziell in 

10 der blutgruppenserologischen Diagnostik keine Lateral-Fluss-Tests mit mehr als 
einer Indikatorzone angewendet werden. Fur die Messung mehrerer, insbesondere 
zellular gebundener und plasmatischer, Blutgruppenparameter mussen bislang 
Einzelparameter-Tests separat durchgefuhrt werden. 



15 Aufgabe der Erfindung ist es, die im Hinblick auf den Stand der Technik ange- 
fuhrten Nachteile, insbesondere die der bintereinanderliegenden bzw. uberlagem- 
den Indikator- bzw. Nachweiszonen herkommlicher Lateral-Fluss-Tests, fttr eine 
gleichzeitige Messung verschiedener Proben-Parameter, insbesondere von zellula- 
ren und plasmatischen Parametern, zu Uberwinden. 

20 

Die Aufgabe wird erfindungsgemafl gelSst zum einen durch eine Vorrichtung zum 
gleichzeitigen, qualitativen oder quantitativen Bestinunen eines oder mehrerer 
Analyten in einer flttssigen Probe oder mehrerer fliissiger Proben, die eine Memb- 
ran umfasst mit einer Aufgabezone zum Auftragen der flttssigen Probe, mindes- 

25 tens zwei Indikatorzonen, die mit den/dem Analyten bzw. mit denen Analyten in 
Wechselwirkung treten kdnnen und mindestens einem Absorptionsbereich, wel- 
cher die Flussigkeit nach Passieren der Indikatorzonen aumimmt, wobei die Indi- 
katorzonen zwischen der Aufgabezone und einem Absorptionsbereich liegen, da- 
durch gekennzeichnet, dass die FlieBrichtungen von der Aufgabezone durch die 

30 jeweiligen Indikatorzonen zu einem Absorptionsbereich, welche Fliefispuren dar- 
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stellen, im Wesentlichen parallel sind und mindestens zwei unterschiedliche 
FlieBspuren vorliegen. . 

Die Indikatorzonen der erfindungsgemaBen Vorrichtung befinden sich auf der 
5 Membran und umfassen Bindungselemente, die den/die zu bestimmenden Analy- 
ten/Analyte in der/den Proben abfangen bzw. binden. Li den Indikatorzonen wer- 
den die Bindungsreaktionen zwischen Analyt und Bindungselement nachgewie- 
sen. 

10 In einer Ausfuhrungsform der Erfindung sind die Indikatorzonen so angeordnet, 
dass die Probenflttssigkeit pro FlieBspur nicht mehr als eine Indikatorzone durch- 
stromt. Beispielhaft sind die Indikatorzonen versetzt auf der Membran angeord- 
net. Die Anordnung der Indikatorzonen ist dabei vorzugsweise in einer von pro- 
ximal nach distal oder umgekehrt diagonal verlaufenden Reihe ausgestaltet. Be- 

15 sondere Ausfuhrungsformen sind V-f5rmig, W-, M-, oder N-fcirrnig oder umge- 
kehrt V-formig, W-, M-, oder N-formig ausgestaltet. In einer weiteren Ausfuh- 
rungsform sind die Indikatorzonen parallel nebeneinander versetzt in einer linea- 
ren Reihe angeordnet. 

Die Einfuhrung parallel versetzter Indikatorzonen macht eine Multiparametertes- 
20 rung mit Erythrozyten als Indikatorpartikeln in einer lateralen Anordnung erst 
mSglich. Die besonders bevorzugte Ausfuhrungsform einer diagonalen Anord- 
nung hat den Vorteil, dass die Bezeichnung der Ergebnisse besonders praktisch 
und leicht ablesbar auf die erfindungsgemafie Anordnung aufgebracht werden 
kann, da jeder nachzuweisende Parameter eine defmierte X- und Y-Position auf- 
25 weist, betrachtet man die Anordnung der erfindungsgemaBen Vorrichtung als ein 
Koordinatensystem mit Ordinate (Ebene der FUeBrichtung) und Abszisse (Ebene 
der Auftragszone). 



30 



Die Indikatorzonen umfassen Antikdrper bzw. Antikorperfragmente und/oder 
Lektine bzw. Fragmente davon, die die zu bestimmenden Blutgruppenantigene 
und damit die sie tragenden Zellen in der Probe abfangen bzw. binden. Als bevor- 
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15 



20 



25 



30 



zugte Bindungselemente werden AntikSiper bzw. AntikQrperfragmente und/oder 
Lektine bzw. Fragmente davon gegen Antigene aller denkbaren Blutgruppensys- 
teme in den Indikatorzonen an der porosen Membran angebracht. Vorzugsweise 
wird in einer Indikatorzone, vorzugsweise in einer distal zu alien iibrigen Indika- 
torzonen gelegenen Indikatorzone, ein KontroU-Bindungselement (Kontrolle = 
ctl) angebracht, das den Durchfluss der Probe durch die Indikatorzonen positiv 
anzeigt. Das KontroU-Bindungselement ist vorzugsweise ein polyklonaler anti- 
Erythrozyten-Antikdrper. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst dabei jeweils eine Indikatorzone 
ein Bindungselement, vorzugsweise einen Antikorper bzw. ein Antikorperfrag- 
ment, gegen einen zu untersuchenden Analyten. Bevorzugte AusfUhrungsformen 
von Antikdrpem bzw. Antikorperfragmenten und/oder Lektinen bzw. Fragmenten 
davon in den Indikatorzonen sind AntikSrper bzw. Lektine gegen Antigene des 
ABO-Blutgruppensystems, des Rh-, Kell-, Lewis- Hh-, Duffy- Kidd, MNS-, Lu- 
theran-, P-Systems. Weiter bevorzugt als Bindungselemente der Indikatorzonen 
sind Antikdrper gegen Antigene der Blutgruppensysteme Diego, Yt, Scianna, 
Dombrock, Colton, Chido/Rodgers, Gerbich, Cromer, Knops, Landsteiner- 
Wiener, Xg, Kx, Indian, Ok, Raph, John Milton Hagen, Langereis, und/oder Sid. 
Eine besonders bevorzugte Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung 
umfasst Indikatorzonen mit den Bindungselementen ami- A, -B, -AB, -D, -D, -C, - 
c, -E, -e, -Cw und/oder -K-Antik6rper bzw. deren Antikorperfragmente, wobei die 
beiden anti-D zwei verschiedene AntikQrper bzw. deren Antik6rperfragmente 
sind. Insbesondere bei Patienten, Schwangeren oder Neugeborenen sind dies vor- 
zugsweise monoklonale Antikdrper der IgM Klasse, die die D^-Kategorie nicht 
erfassen. Bei Spendem ist dies vorzugsweise ein Antikdrper, der die D™- 
Kategorie erfasst und ein Antikorper, der die D VI -Kategorie nicht erfasst. 
Durch die erfindungsgemaBe Vorrichtung muss fur die Blutgruppenbestimmung 
nicht mehr ftir jede einzelne Bestimmung separat pipettiert werden, sondern an 
einer Probe konnen gleichzeitig eine groJ3e Anzahl gewilnschter Antigene zu un- 
tersuchender Blutgruppensysteme, beispielsweise die wichtigsten Blutgruppen- 
merkmale der Blutgruppensysteme ABO, Rh und Kell (A, B, AB, D, C, c, E, e, 
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Cw, K) auf einmal bestimmt werden. Dies stellt eine aufierordentliche Rationali- 
sierung der Arbeitsabl&ufe dar. Auch die Ablesung der in diagonaler Anordnung 
dargestellten Ergebnisse ist wesentlich gunstiger. Ferner lassen sich in der erfin- 
dungsgemaBen Vorrichtung beispielsweise ABO- und Rh-Eigenschaften in einer 

5 Vorrichtung nebeneinander bestimmen und ablesen. Die Zuordnung der Ergebnis- 
se zu dem betreffenden Patienten ist erleichtert. Das zweidimensionale, flachige 
Ergebnis sowie der stabile Endpunkt der Reaktion begiinstigen sowohl die Able- 
sung mit dem bloBen Auge als auch eine automatisierte Ablesung der Ergebnisse 
mit gangigen Bildanalyseverfahren, wie z. B. CCD-Kameras. Der Arbeitsaufwand 

10 ist vennindert, selbst bei manueller Abarbeitung. Die erfindungsgemaBe Vorrich- 
tung ftihrt zudem zu einer Reduktion der Umweltbelastung und zu kostengtinsti- 
gen Effekten. Selbst in Notsituationen mit Zeitdruck kann in kurzer Zeit in einer 
einzigen Versuchsanordnung beispielsweise eine komplette ABO-Blutgruppen- 
/Rh-Untergruppen-Bestimmung durchgefiihrt werden. Produktionstechnisch hat 

15 der Lateral-Diagonal-Fluss-Aufbau wesentliche Vorteile gegenuber dem Stand 
der Technik, indem es zu einem erheblich geringeren Verbrauch der verwendeten 
Reagenzien kommt und durch die Bereitstellung einer Vielzahl von Testparame- 
tern in einer einzigen Vorrichtung. 

20 Durch die erfindungsgemaBe Vorrichtung wird ein Lateral-Fluss-Test, insbeson- 
dere fllr die blutgruppenserologische Diagnostik, bereitgestellt, mit dem Erythro- 
zyten als Indikatorpartikel verwendet werden und in einem Testansatz gleichzeitig 
mehrere zellulare, insbesondere erythrozytare Antigene bzw. Antigen-Epitope, 
plasmatische Parameter und/oder Blutzelleigenschaften, insbesondere aus Voll- 

25 blutbestandteilen, pro zu untersuchende Probe bestimmt werden konnen. Des 
weiteren wird damit ein moglichst einfach herzustellendes und einfach, insbeson- 
dere mit wenigen Versuchsreihen und ohne Probenvorbereitung, zu handhabendes 
und kostengilnstiges Testsystem bereitgestellt, mit dem gleichzeitig verschiedene 
zellulare Parameter und/oder plasmatische Parameter einer Probe oder mehrerer 
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zu untersuchender Proben, insbesondere Blutgruppenmerkrnale, bestimmt werden 
konnen. 

Die Membran der erfindungsgemaBen Vorrichtung ist eine porose Membran. Be- 
5 vorzugte Membran-Materialien sind beispielsweise Nitxozellulose (z. B. UniSart 
von Sartorius, HiFlow von Millipore, Whatman, AE99 bzw. FF85/100 von 
Schleicher & Schuell), Polyethylen {Lateral Flo von Porex Corporation) oder 
Nylon (Novylon von CUNO). Vorzugsweise weist die Membran eine moglichst 
groBe PorengroBe auf, da eine hohe Porositat der Membran das Eindringen insbe- 
10 sondere von zellul&ren Komponenten der zu bestimmenden Probe, z. B. von E- 
rythrozyten, in die porose Struktur begiinstigt. Von besonderem Vorteil ist der 
Einsatz aufiiehmender Membranen. Die erfindungsgemaBe Vorrichtung ist jedoch 
nicht auf diese Eigenschaften beschrankt. Bevorzugt werden alle Membranen mit 
einer hohen kapillaren Flussrate (Capillary Speed), wobei die kapillare Flussrate 
15 die Zeit ist, die eine FarblQsung braucht, urn 40 mm auf einer gegebenen Mem- 
bran zuriickzulegen. Besonders bevorzugt sind Membranen, deren kapillare Fluss- 
rate < 100 ist. 

In einer bevorzugten Ausftihrungsform der Erfindung ist in FlieBrichtung hinter 
20 der Aufgabezone und vor den Indikatorzonen der erfindungsgemaBen Vorrichtung 
auf der porosen Membran ein Dichtelement angeordnet. Zur Anwendung kommen 
zwei- oder dreidimensionale Dichtelemente, die auf der porosen Membran plat- 
ziert werden und mit denen eine von der ubrigen Flache der porosen Membran 
separierte Probenauftragszone geschaffen wird. Das Dichtelement hat erfindungs- 
25 gemaB primar die Wirkung einer Flussigkeitsbarriere und erlaubt die gerichtete 
Verteilung von Probenfltissigkeit und Testreagenzien in die por6se Membran. 
Weiterhin dichtet das Dichtelement erfindungsgemafi die Probenauftragszone ab 
zur Verhinderung eines unerwiinschten Fliissigkeitsubertritts in die anderen Be- 
reiche der Lateral-Fluss-Vorrichtungsanordnung. 

30 
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Bevorzugte Ausfuhrungsformen des Dichtelementes sind die Steg- oder Trog- 
bzw. Trichter-Form. Die Ausformung des Dichtelementes erfolgt durch Schneide- 
prozesse aus dem zur Herstellung des Dichtelementes verwendeten Material. Im 
Fall der Trichter- bzw. Trogform erh&lt das Dichtelement eine innere 6f£hung, 
5 deren bevorzugte Ausfuhrungsvarianten runde, quadratische oder rechteckige, im 
Fall der Trichterform sich zur Unterseite (Membrankontaktseite) des Dichtele- 
mentes verjtingende Formen sind. 

Bevorzugte Materialien flir das Dichtelement sind Materialien, die nicht wasser- 
aufhehmend (hydrophob) sind. In einer besonderen Ausfuhrungsform sind die 

10 Materialien einseitig mit einem Klebstofffilm, beispielsweise einem drucksensiti- 
ven bzw. selbsthaftenden Acrylatklebstoff, beschichtet. Somit kann das Dichtele- 
ment direkt auf die Oberflache der porosen Membran geklebt werden. Altemativ 
kann das Dichtelement mit dem Lateral-Fluss-Gehause verbunden, beispielsweise 
verklebt sein, wobei in dieser Ausfiihrungsform das Lateral-Fluss-GehSuse das 

15 Dichtelement auf die Oberflache der porosen Membran drttckt und damit die 
Funktionen des Dichtelementes erzielt werden. 

Bevorzugte MateriaUen fur die Ausbildung von zweidimensionalen Dichtele- 
menten sind jede Form von Klebebandern oder Klebefolien (z. B. Tesa 4124 von 
Beiersdorf AG, ARcare 7815 von Adhesives Research). 

20 Bevorzugte Materialien fur die Ausbildung von dreidimensionalen Dichtelemen- 
ten sind flexible, geschlossenporige Elastomermaterialien oder flexible Silikon- 
materialien mit unterschiedlichen Materialstarken, vorzugsweise 3-5 mm (z. B. 
Zellkautschuk EPDM140 von Pitzner, Silikonkautschuk oder Vollkautschuk, 
Harte 40° oder weniger, von Castan). 

25 Durch diese erfmdungsgemaBe Ausgestaltung ist die erfindungsgemaBe Vorrich- 
tung in der Lage, flussige Proben, die Zellen enthalten, wie beispielsweise Voll- 
blut, aufzunehmen, ohne die Zellen dabei abzufiltern. Weiterhin erlaubt das 
Dichtelement das Auftragen grofier Probenvolumina auf die porSse Membran 
(Aufgabezone), ohne dass diese uberschwemmt wird. Somit untersttitzt das Dicht- 

30 element die Nutzung der au&ehmenden Eigenschaften der porosen Membran. 



WO 2005/005991 



PCT7EP2004/007536 



- 11- 

Weiter garantiert das Dichtelement einen gerichteten Probenfluss. Die erfin- 
dungsgemaBe Vorrichtung kann jedoch mit oder ohne Dichtelement gut funktio- 
nieren. 

5 Fiir den Absorptionsbereich (Absorptions-Pad) der erfindungsgemaBen Vorrich- 
tung werden mechanisch stabile Materialien bevorzugt, vorzugsweise mit Was- 
serabsorptionskapazitaten von 20-30 g/100 cm 2 (z. B. Wicking Papier, Typ 300, 
Schleicher und Schttll). Der Kontakt zwischen dem Absorptions-Pad und der La- 
teral Fluss-Membran der erfindungsgemaBen Vorrichtung wird durch Andruck 

10 und Uberlappung mit der porSsen Membran hergestellt. Die genaue Positionie- 
rung des Absorptions-Pads auf der Membran wird durch Verkleben des Absorpti- 
ons-Pads mit der, die Lateral Fluss-Membran tragenden Tragerschicht (backing 
sheet), erzielt. 

15 In einer weiteren Ausflihrungsform sind die Komponenten der erfindungsgema- 
Ben Vorrichtung zum Zwecke der mechanischen Verstarkung auf eine Unterlage 
bzw. Tragerschicht aufgebracht. Die erfindungsgemaBe Vorrichtung kann jedoch 
mit oder ohne Tragerschicht funktionieren. Bevorzugt werden mechanisch stabile 
und nicht wasseraufhehmende Materialien, vorzugsweise mit Materialstarken von 

20 100 jxm oder mehr, die ein- oder zweiseitig mit einem Klebstofffilm, z, B. einem 
drucksensitiven bzw. selbsthaftenden Acrylatklebstoff, beschichtet sind (z.B. 
0.005" Polyester W/ GL-187, G & L). Auf der Tragerschicht werden die porose 
Membran und das Absorptions-Pad fixiert Im Fall der doppelseitig klebenden 
Tragerschicht wird die klebende zweite Seite zur Fixierung des Stapels auf weite- 

25 ren Flachen, z. B. innerhalb der Lateral-Fluss-Gehause, eingesetzt. 

In einer weiteren AusfUhrungsform ist die erfindungsgemaBe Vorrichtung, entwe- 
der mit oder ohne Tragerschicht, auf der die Komponenten der erfindungsgema- 
Ben Vorrichtung aufgebracht sind, in einem Gehause integriert, wodurch die 
30 Membran-Komponenten aneinander gedriickt werden xmd das Gehause die Dicht- 
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elementfitnktion untersttttzt. Dabei kann die erfindungsgem&Be Vorrichtung je- 
doch mit oder ohne Gehause genauso gut funktionieren. 

5 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgema- 
Ben Vorrichtung zur Analyse von Blut, insbesondere zur simultanen Bestimmung 
von Blutgruppenantigenen bzw. -antigen-Epitopen aller denkbaren Blutgruppen- 
systeme, vorzugsweise jeglicher Analyten auf der Oberflache der roten Blutkor- 
perchen. Die zu testenden Antigene bzw. Antigen-Epitope sind beispielhaft solche 

10 des ABO-Blutgruppensystems, des Rh-, Kell-, Lewis- Hh-, Duffy- Kidd, MNS-, 
Lutheran-, P-Systems, der Blutgruppensysteme Diego, Yt, Scianna, Dombrock, 
Colton, Chido/Rodgers, Gerbich, Cromer, Knops, Landsteiner-Wiener, Xg, Kx, 
Indian, Ok, Raph, John Milton Hagen, Langereis, und/oder Sid, insbesondere Al, 
A2, B, D, C, c, E, e, Cw, K, k, M, N, S, s, Jk(a), Jk(b), Fy(a), Fy(b), Kp(a), Kp(b), 

15 Js(a), Js(b) 7 Le(a), Le(b), Lu(a), Lu(b), PI, I, H, Xg(a), U, Vw, Wr(a), Lan. 

Eine bevorzugte Ausftihrungsform der erfindungsgemafien Vorrichtung bestimmt 
gleichzeitig mehrere Blutgruppenmerkmale, beispielhaft A, B, AB, D, C, c, E, e, 
Cw und K. Die zu untersuchende Probe, beispielsweise natives oder antikoagu- 
liertes Vollblut oder Erythrozytenkonzentrate oder verdtinnte Erythrozyten- 

20 Suspensionen, wird auf die Aufgabezone der erfindungsgemaBen Vorrichtung 
aufgetragen. Die in der Probe enthaltenen Erythrozyten, die den/die Analyten tra- 
gen, dienen gleichzeitig als Indikatorpartikel. 

25 Die Aufgabe wird erfindungsgemafi gel6st zum anderen durch ein Verfahren zur 
Bestimmung mehrerer Analyten oder deren Derivate in einer flussigen Probe, 
welches das Auftragen der Probe auf die Aufgabezone einer Membran der erfin- 
dungsgemafien Vorrichtung umfasst, wobei diese Probe in ausreichender Menge 
vorliegt, um die Probenflussigkeit dazu zu veranlassen, in Richtung Absorptions- 

30 bereich durch die Indikatorzonen zu flieBen und xim die Analyten oder ihre Deri- 
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vate in der Probenfltissigkeit dazu zu veranlassen, an die jeweiligen Indikatorzo- 
nen zu binden bzw. in den Indikatorzonen einen Komplex zu bilden. 

Bei dem erfindungsgem&Ben Verfahren handelt es sich bei den zu bestimmenden 
5 Analyten insbesondere urn Blutgruppenantigene bzw. -antigen-Epitope samtlicher 
Blutgruppensysteme, vorzugsweise solcher, die sich auf der Oberflache der roten 
Blutkorperchen befinden. Die zu testenden Antigene bzw. Antigen-Epitope sind 
beispielhafl solche des ABO-Blutgruppensystems, des Rh-, Kell-, Lewis- Hh-, 
Duffy- Kidd, MNS-, Lutheran-, P-Systems, der Blutgruppensysteme Diego, Yt, 
10 Scianna, Dombrock, Colton, Chido/Rodgers, Gerbich, Cromer, Knops, Landstei- 
ner-Wiener, Xg, Kx, Indian, Ok, Raph, John Milton Hagen, Langereis, und/oder 
Sid, insbesondere Al, A2, B, D, C, c, E, e, Cw, K, k, M, N, S, s, Jk(a), Jk(b), 
Fy(a), Fy(b), Kp(a), Kp(b), Js(a), Js(b), Le(a), Le(b), Lu(a), Lu(b), PI, I, H, Xg(a), 
U, Vw, Wr(a), Lan. 

15 Eine bevorzugte Ausflihrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens bestimmt 
gleichzeitig mehrere Blutgruppenmerkmale, beispielhafl A, B, AB, D, C, c, E, e, 
Cw und K. Die zu untersuchende Probe, beispielsweise natives oder antikoagu- 
liertes Vollblut oder Erythrozyten-Suspensionen mit oder ohne Testflussigkeit, 
wie Kontrollblut, wird auf die Aufgabezone der erfindungsgemaBen Vorrichtung 

20 aufgetragen. Die in der Probe enthaltenen Erythrozyten, die den/die Analyten tra- 
gen, dienen gleichzeitig als Indikatorpartikel. 

Im folgenden wird die Erfindung durch Figuren und Beispiele naher erlautert, 
25 ohne sie einzuschranken. Es zeigen: 

Fig. 1 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung 
fUr Lateral-Fluss-Tests fiir die simultane Bestimmung der Blutgruppen- 
merkmale A, B, AB, D und CDE; 
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Fig. 2 eine Explosionsdarstellung der in Fig. 1 dargestellten erfindungsgemaBen 
Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests; 

Fig. 3 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung 
fur Lateral-Fluss-Tests fiir die simultane Bestimmung der Blutgruppen- 
5 merkmale A, B, AB, D und CDE, ausgefuhrt mit einem dreidimensiona- 

• < len Dichtelement in Stegform; 

Fig. 4 eine Explosionsdarstellung der in Fig. 3 dargestellten erfindungsgemaBen 
Vorrichtung fiir Lateral-Fluss-Tests; 

Fig. 5 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung 
10 fur Lateral-Fluss-Tests fiir die simultane Bestimmung der Blutgruppen- 

merkmale A, B, AB, D und CDE, ausgefuhrt mit einem dreidimensiona- 
len Dichtelement in Trogform; 

Fig. 6 eine Explosionsdarstellung der in Fig. 5 dargestellten erfindungsgemaBen 
Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests; 

15 Fig. 7 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung 
fiir Lateral-Fluss-Tests fiir die simultane Bestimmung der Blutgruppen- 
merlcmale A, B, AB, D, C, c, E, e, Cw und K; 

Fig. 8 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung 
fur Lateral-Fluss-Tests, ausgefiihrt als Bedside-Test zur Priifung der 
20 ABO-Identitat von Empfdnger und Konserve; 

Fig. 9 eine Explosionsdarstellung der in Fig. 8 dargestellten erfindungsgemaBen 
Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests. 



WO 2005/005991 



PCT7EP2004/007536 



- 15- 

Fig. 10 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung 
fiir Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Bestimmung der Blutgruppen- 
merkmale A, B, AB, D und CDE. 

Fig. 11 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung 
5 fur Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Bestimmung der Blutgruppen- 

merkmale A, B, AB, D und CDE. 

Fig. 12 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung 
fur Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Bestimmung der Blutgruppen- 
merkmale A, B, AB, D und CDE. 

10 Fig. 13 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung 
fur Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Bestimmung der Blutgruppen- 
merkmale A, B, AB, D und CDE. 

Fig. 14 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung 
fiir Lateral-Fluss-Tests mit bidirektionalem Fluss fur die simultane Be- 
15 stimmung der Blutgruppenmerkmale A, B, AB, D und CDE; 

Fig. 15 eine Explosionsdarstellung der in Fig. 14 dargestellten erfindungsgemaBen 
Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests. 



In Fig. 1 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge- 
20 maBen Vorrichtung fiir Lateral-Fluss-Tests fiir die simultane Bestimmung der 
Blutgruppenmerkmale A, B, AB, D und CDE gezeigt. Im vorliegenden Beispiel 
besteht die Vorrichtung aus einer TrSgerschicht 1, der porosen Membran 2, dem 
Absorptions-Pad 3 und dem zweidimensionalen, in Stegform ausgefuhrten Dicht- 
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element 4. Dabei ist die porQse Membran 2 auf der mit einem drucksensitiven 
bzw. selbsthaftenden Acrylatklebstoff versehenen Tragerschicht 1 fixiert. Ebenso 
ist das Absorptions-Pad 3 auf der Tragerschicht 1 fixiert, wobei ein Teil des Ab- 
sorptions-Pad 3 mit der porosen Membran 2 uberlappt. Das auf der Oberseite der 

5 porosen Membran 2 fixierte Dichtelement 4 separiert die Aufgabezone 5 von der 
ubrigen Membranflache und ermoglicht die gerichtete Verteilung von Probenflus- 
sigkeit und Testreagenzien in die porSse Membran 2. Zwischen der Aufgabezone 
5 und dem Bereich der porosen Membran 2, der mit dem Absorptions-Pad 3 in 
Kontakt steht, ist der Indikatorzonenbereich 6 angeordnet. Dieser wird aus diago- 

10 nal versetzt, in definierten X- und Y-Positionen angeordneten, punktformigen 
Indikatorzonen I - VI gebildet, wobei die Indikatorzonen aus den folgenden Bin- 
dungselementen bestehen: 



Indikatorzone 


Bindungselement 


Spezifikation 


I 


Antikorper 


Anti-A (monoklonal) 


II 


AntikSrper 


Anti-B (monoklonal) 


m 


Antikorper 


Anti-AB (monoklonal) 


IV 


Antikorper 


Anti-D (monoklonal) 


V 


Antikorper 


Anti-CDE (monoklonal) 


VI 


Antikorper 


Anti-Erythrozyten (polyklonal) 



Indikatorzone VI ist die Kontrolle (ctl) und enthalt polyklonale anti-Erythrozyten 
Antikorper. Sie befindet sich distal angeordnet zu alien Ubrigen Indikatorzonen. 



15 In Fig. 2 wird eine Explosionsdarstellung der in Fig. 1 dargestellten erfindungs- 
gemaBen Vorrichtung filr Lateral-Fluss-Tests gezeigt, die aus den Komponenten 
Tragerschicht 1, por6se Membran 2, Absorptions-Pad 3 und Dichtelement 4 be- 
steht, welches die Aufgabezone 5 von der ubrigen Membran separiert, die wieder- 
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um den Indikatorzonenbereich 6 mit den von proximal nach distal diagonal ver- 
setzt angeordneten Indikatorzonen I-VI enthalt. 

In Fig. 3 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge- 
maBen Vorrichtung fiir Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Bestimmung der 
5 Blutgruppenmerkmale A, B, AB, D und CDE gezeigt. Im vorliegenden Beispiel 
entsprechen die Komponenten der Vorrichtung den Komponenten der in Fig. 1 
dargestellten Vorrichtung mit Ausnahme des auf der Oberseite der porosen 
Membran 2 fixierten, in dreidimensionaler Stegform ausgefuhrten Dichtelements 
4. 

10 In Fig. 4 wird eine Explosionsdarstellung der in Fig. 3 dargestellten erfindungs- 
gemaBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests mit den Komponenten Trager- 
schicht 1, porose Membran 2, Absorptions-Pad 3 und in dreidimensionaler Steg- 
form ausgefuhrtes Dichtelement 4 gezeigt, welches die Aufgabezone 5 von der 
ttbrigen Membran separiert, die wiederum den Indikatorzonenbereich 6 mit den 

15 von proximal nach distal diagonal versetzt angeordneten Indikatorzonen I-VI ent- 
halt. 

In Fig, 5 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge- 
mafien Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Bestimmung der 
Blutgruppenmerkmale A, B, AB, D und CDE gezeigt. Im vorliegenden Beispiel 
20 entsprechen die Komponenten der Vorrichtung den Komponenten der in Fig. 1 
dargestellten Vorrichtung mit Ausnahme des auf der Oberseite der porOsen 
Membran 2 fixierten, in dreidimensionaler Trogform ausgefuhrten Dichtelements 
4. 

In Fig. 6 wird eine Explosionsdarstellung der in Fig. 5 dargestellten erfindungs- 
25 gemaBen Vorrichtung fiir Lateral-Fluss-Tests mit den Komponenten Trager- 
schicht 1, porose Membran 2, Absorptions-Pad 3 und in dreidimensionaler Trog- 
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form ausgefuhrtes Dichtelement 4 gezeigt, welches die Aufgabezone 5 von der 
ubrigen Membran separiert, die wiederum den Indikatorzonenbereich 6 mit den 
von proximal nach distal diagonal versetzt angeordneten Indikatorzonen I- VI ent- 
halt 

5 In Fig. 7 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge- 
maBen Vorrichtung fiir Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Bestimmung der 
Blutgruppenmerkmale A, B, AB, D, C, c, E, e, Cw und K gezeigt. Im vorliegen- 
den Beispiel besteht die Vorrichtung aus einer Tragerschicht 1, der porSsen 
Membran 2, dem Absorptions-Pad 3 und dem zweidimensionalen, in Stegfoim 

10 ausgefuhrten Dichtelement 4. Dabei ist die porose Membran 2 auf der mit einem 
drucksensitiven bzw. selbsthaftenden Acrylatklebstoff versehenen TrSgerschicht 1 
fixiert. Ebenso ist das Absorptions-Pad 3 auf der Tragerschicht 1 fixiert, wobei ein 
Teil des Absorptions-Pad 3 mit der porosen Membran 2 uberlappt. Das auf der 
Oberseite der porosen Membran 2 fixierte Dichtelement 4 separiert die Aufgabe- 

15 zone 5 von der ubrigen Membranflache und ermoglicht die gerichtete Verteilung 
von Probenfltissigkeit und Testreagenzien in die porose Membran 2. Zwischen der 
Aufgabezone 5 und dem Bereich der porosen Membran 2, der mit dem Absorpti- 
ons-Pad 3 in Kontakt steht, ist der Indikatorzonenbereich 6 angeordnet Dieser 
wird aus diagonal versetzt, in definierten X- und Y-Positionen angeordneten, 

20 punktformigen Indikatorzonen I - XI gebildet, wobei die Indikatorzonen aus den 
folgenden Bindungselementen bestehen: 
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Indikatorzone 


Bindungselement 


Spezifikation 


I 


Antikorper 


Anti-A (monoklonal) 


II 


Antikorper 


Anti-B (monoklonal) 


in 


Antikorper 


Anti-AB (monoklonal) 


IV 


Antikorper 


Anti-D (monoklonal) 


V 


Antikorper 


Anti-C (monoklonal) 


VI 


Antikorper 


Anti-c (monoklonal) 


vn 


Antikorper 


Anti-E (monoklonal) 


vm 


Antikorper 


Anti-e (monoklonal) 


IX 


Antikorper 


Anti-Cw (monoklonal) 


X 


Antikorper 


Anti-K (monoklonal) 


XI 


Antikorper 


Anti-Erythrozyten (polyklonal) 



Indikatorzone XI ist die Kontrolle (ctl) und entMlt polyklonale anti-Erythrozyten 
Antikorper. Sie befindet sich distal angeordnet zu alien iibrigen Indikatorzonen. 

In Fig. 8 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge- 
5 maBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests, ausgefuhrt als Bedside-Test zur Prtt- 
fung der ABO-Identitat von Empfanger und Konserve, gezeigt Im vorliegenden 
Beispiel besteht die Vorrichtung aus einer Tragerschicht 1, der in doppelter Aus- 
fuhrung vorhandenen porSsen Membran 2a luid 2b, dem Absorptions-Pad 3 und 
den zweidimensionalen, in Stegform ausgefuhrten Dichtelementen 4a und 4b. Die 
10 beiden porosen Membranen 2a und 2b sind auf einer, mit einem drucksensitiven 
bzw. selbsthaftenden Acrylatklebstoff versehenen Tragerschicht 1 parallel und in 
gleicher Ausrichtung fixiert. Ebenso ist das Absorptions-Pad 3 auf der Trager- 
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schicht 1 fixiert, wobei ein Teil des Absorptions-Pad 3 mit beiden porosen Memb- 
ran 2a und 2b im gleichen Abstand iiberlappt. Die auf der Oberseite der porosen 
Membranen 2a und 2b fixierten Dichtelemente 4a und 4b separieren die jeweili- 
gen Aufgabezonen 5a und 5b von der Ubrigen Membranflache und ermoglichen 

5 die gerichtete Verteilung von Probenfltissigkeit und Testreagenzien in die porosen 
Membranen 2a und 2b. Zwischen der Aufgabezone 5a bzw. 5b und den jeweiligen 
Bereichen der porosen Membranen 2a und 2b, die mit dem Absorptions-Pad 3 in 
Kontakt stehen, sind die Indikatorzoneribereiche 6a und 6b angeordnet Diese 
werden aus diagonal versetzt, in definierten X- und Y-Positionen angeordneten, 

10 punktfbrmigen Indikatorzonen la - Ilia bzw. Ib - mb gebildet, wobei die Indika- 
torzonen aus den folgenden Bindungselementen bestehen: 



Ihdikatorzone 


Bindungselement 


Spezifikation 


Ia,Ib 


Antikorper 


Anti-A (monoklonal) 


na,Hb 


Antikorper 


Anti-B (monoklonal) 


ma,nib 


AntikSrper 


Anti-Erythrozyten (polyklonal) 



Indikatorzonen Ilia und nib sind die Kontrollen (ctl) und enthalten polyklonale 
anti-Erythrozyten Antikorper. Sie befinden sich distal angeordnet zu alien ubrigen 
Indikatorzonen. 



15 In Fig. 9 wird eine Explosionsdarstellung der in Fig. 8 dargestellten erfindungs- 
gemaflen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests mit den Komponenten Trager- 
schicht 1, por6se Membranen 2a und 2b, Absorptions-Pad 3 und den Dichtele- 
menten 4a und 4b gezeigt, welche jeweils die Aufgabezonen 5 a und 5b von der 
ubrigen Membran separieren, die wiederum die Indikatorzonenbereiche 6a bzw. 

20 6b mit den von proximal nach distal diagonal versetzt angeordneten Indikatorzo- 
nen la - Ilia und Ib - Illb enthait 
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In Fig. 10 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge- 
maBen Vorrichtung flir Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Bestimmung der 
Blutgruppenmerkmale A, B, AB, D und CDE gezeigt. Das vorliegende Beispiel 
stellt eine Lateral-Fluss-Test Vorrichtung fiir RechtshSnder dar und besteht aus 
5 einer Tragerschicht 1, der porosen Membran 2, dem Absorptions-Pad 3 und dem 
zweidimensionalen, in Stegform ausgefuhrten Dichtelement 4. Dabei ist die por6- 
se Membran 2 auf der mit einem drucksensitiven bzw. selbsthaftenden Acry- 
latklebstoff versehenen Tragerschicht 1 fixiert. Ebenso ist das Absorptions-Pad 3 
auf der Tragerschicht 1 fixiert, wobei ein Teil des Absorptions-Pad 3 mit der po- 
10 rosen Membran 2 uberlappt Das auf der Oberseite der porosen Membran 2 fi- 
xierte Dichtelement 4 separiert die Aufgabezone 5 von der txbrigen Membranfla- 
che und ennoglicht die gerichtete Verteilung von Probenflussigkeit und Testrea- 
genzien in die porose Membran 2. Zwischen der Aufgabezone 5 und dem Bereich 
der porosen Membran 2, der mit dem Absorptions-Pad 3 in Kontakt steht, ist der 
15 Indikatorzonenbereich 6 angeordnet. Dieser wird aus parallel nebeneinander ver- 
setzt, in einer linearen Reihe angeordneten, in definierten X- und Y-Positionen 
angeordneten, punktfbrmigen Indikatoixonen I - VI gebildet, wobei die Indikator- 
zonen aus den folgenden Bindungselementen bestehen: 



Indikatorzone 


Bindungselement 


Spezifikation 


I 


Antikorper 


Anti-A (monoklonal) 


n 


Antikorper 


Anti-B (monoklonal) 


m 


AntikSrper 


Anti-AB (monoklonal) 


IV 


Antikorper 


Anti-D (monoklonal) 


V 


Antikorper 


Anti-CDE (monoklonal) 


VI 


AntikSrper 


Anti-Erythrozyten (polyklonal) 
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Indikatorzone VI ist die Kontrolle (ctl) und enthalt polyklonale anti-Erythrozyten 
Antikorper, Sie befindet sich distal angeordnet zu alien ubrigen Indikatorzonen. 

In Fig. 1 1 wird beispielhafl eine perspektivische Darstellnng einer erfindungsge- 
maBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Bestimmung der 

5 Blutgruppenmerkmale A, B, AB, D und CDE gezeigt Das vorliegende Beispiel 
stellt eine Lateral-Fluss-Test Vorrichtung fur Linkshander dar und besteht aus 
einer Tragerschicht 1, der porosen Membran 2, dem Absorptions-Pad 3 und dem 
zweidimensionalen, in Stegform ausgefuhrten Dichtelement 4. Dabei ist die poro- 
se Membran 2 auf der mit einem drucksensitiven bzw. selbsthaftenden Acry- 

10 latklebstoff versehenen Tragerschicht 1 fixiert. Ebenso ist das Absorptions-Pad 3 
auf der Tragerschicht 1 fixiert, wobei ein Teil des Absorptions-Pad 3 mit der po- 
rosen Membran 2 uberlappt. Das auf der Oberseite der porosen Membran 2 fi- 
xierte Dichtelement 4 separiert die Aufgabezone 5 von der tibrigen Membranfla- 
che und ermoglicht die gerichtete Verteilung von Probenflussigkeit und Testrea- 

15 genzien in die porose Membran 2. Zwischen der Aufgabezone 5 und dem Bereich 
der porosen Membran 2, der mit dem Absorptions-Pad 3 in Kontakt steht, ist der 
Ihdikatorzonenbereich 6 angeordnet. Dieser wird aus parallel nebeneinander ver- 
setzt, in einer linearen Reihe angeordneten, in definierten X- und Y-Positionen 
angeordneten, punktformigen Indikatorzonen I - VI gebildet, wobei die Indikator- 

20 zonen aus den folgenden Bindungselementen bestehen: 



Indikatorzone 


Bindungselement 


Spezifikation 


I 


Antikorper 


Anti-A (monoklonal) 


n 


AntikQrper 


Anti-B (monoklonal) 


m 


AntikSrper 


Anti-AB (monoklonal) 


rv 


Antikorper 


Anti-D (monoklonal) 


V 


Antikorper 


Anti-CDE (monoklonal) 
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VI Antikorper Anti-Erythrozyten (polyklonal) 



Indikatorzone VI ist die Kontrolle (ctl) und enthalt polyklonale anti-Erythrozyten 
Antikorper. Sie befindet sich distal angeordnet zu alien tibrigen Indikatorzonen. 

In Fig. 12 wird beispielhafl eine perspektivische Darstelhing einer erfindungsge- 
maBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Bestimmung der 

5 Blutgruppenmerkmale A, B, AB, D und CDE gezeigt Das vorliegende Beispiel 
stellt eine Lateral-Fluss-Test Vorrichtung fur RechtshSnder dar und besteht aus 
einer Tragerschicht 1, der porosen Membran 2, dem Absorptions-Pad 3 und dem 
zweidimensionalen, in Stegform ausgeftihrten Dichtelement 4. Dabei ist die poro- 
se Membran 2 auf der mit einem drucksensitiven bzw. selbsthaftenden Aery- 

10 latklebstoff versehenen Tragerschicht 1 fixiert. Ebenso ist das Absorptions-Pad 3 
auf der Tragerschicht 1 fixiert, wobei ein Teil des Absorptions-Pad 3 mit der po- 
rosen Membran 2 uberlappt Das auf der Oberseite der porosen Membran 2 fi- 
xierte Dichtelement 4 separiert die Aufgabezone 5 von der tibrigen Membranfla- 
che und ermoglicht die gerichtete Verteilung von Probenfltlssigkeit und Testrea- 

15 genzien in die porose Membran 2. Zwischen der Aufgabezone 5 und dem Bereich 
der porosen Membran 2, der mit dem Absorptions-Pad 3 in Kontakt steht, ist der 
Indikatorzonenbereich 6 angeordnet. Dieser wird aus parallel nebeneinander ver- 
setzt angeordneten, in definierten X- und Y-Positionen angeordneten, langsgezo- 
genen bzw. bandformigen Indikatorzonen I - VI gebildet, wobei die Indikatorzo- 

20 nen aus den folgenden Bindungselementen bestehen: 



Indikatorzone Bindungselement Spezifikation 



I Antikorper Anti-A (monoklonal) 

II Antiktfrper Anti-B (monoklonal) 
HI Antikorper Anti-AB (monoklonal) 
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IV Antikorper Anti-D (monoklonal) 

V Antik6rper Anti-CDE (monoklonal) 

VI AntikOrper Anti-Erythrozyten (polyklonal) 



Indikatorzone VI ist die Kontrolle (ctl) und enthalt polyklonale anti-Erythrozyten 
Antik6rper. Sie befindet sich distal angeordnet zu alien ttbrigen Indikatorzonen. 

In Fig. 13 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge- 
maBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Bestimmung der 
5 Blutgruppenmerkmale A, B, AB, D und CDE gezeigt. Das vorliegende Beispiel 
stellt eine Lateral-Fluss-Test Vorrichtung ftir Linkshander dar und besteht aus 
einer Tragerschicht 1, der porOsen Membran 2, dem Absorptions-Pad 3 und dem 
zweidimensionalen, in Stegform ausgefuhrten Dichtelement 4. Dabei ist die poro- 
se Membran 2 auf der mit einem drucksensitiven bzw. selbsthaftenden Acry- 
10 latklebstoff versehenen Tragerschicht 1 fixiert. Ebenso ist das Absorptions-Pad 3 
auf der Tragerschicht 1 fixiert, wobei ein Teil des Absorptions-Pad 3 mit der po- 
rosen Membran 2 iiberlappt. Das auf der Oberseite der porosen Membran 2 fi- 
xierte Dichtelement 4 separiert die Axifgabezone 5 von der iibrigen Membranfla- 
che und ermoglicht die gerichtete Verteiliuig von Probenfltlssigkeit und Testrea- 
15 genzien in die porose Membran 2. Zwischen der Aufgabezone 5 und dem Bereich 
der porSsen Membran 2, der mit dem Absorptions-Pad 3 in Kontakt steht, ist der 
Indikatorzonenbereich 6 angeordnet. Dieser wird aus parallel nebeneinander ver- 
setzt angeordneten, in definierten X- und Y-Positionen angeordneten, langsgezo- 
genen bzw. bandformigen Indikatorzonen I - VI gebildet, wobei die Indikatorzo- 
20 nen aus den folgenden Bindungselementen bestehen: 



Indikatorzone 


Bindungselement Spezifikation 


I 


AntikSrper Anti-A (monoklonal) 
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n 


Antikorper 


Anti-B (monoklonal) 


m 


Antikorper 


Anti-AB (monoklonal) 


IV 


Antikorper 


Anti-D (monoklonal) 


V 


Antikorper 


Anti-CDE (monoklonal) 


VI 


Antikorper 


Anti-Erythrozyten (polyklonal) 



Indikatorzone VI ist die Kontrolle (ctl) und enthalt polyklonale anti-Erythrozyten 
Antik6rper. Sie befindet sich distal angeordnet zu alien ubrigen Indikatorzonen. 



In Fig. 14 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge- 
maflen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests mit bidirektionalem Fluss fur die si- 
5 multane Bestimmung der Blutgruppenmerkmale A, B, AB, D und CDE gezeigt. 
Im vorliegenden Beispiel besteht die Vorrichtung aus einer Tragerschicht 1, der 
porosen Membran 2, den Absorptions-Pads 3a und 3b und den zweidimensiona- 
len, in Stegform ausgefuhrten Dichtelementen 4a und 4b. Dabei ist die porose 
Membran 2 auf der mit einem drucksensitiven Acrylatklebstoff versehenen Tra- 
10 gerschicht 1 fixiert. Ebenso sind die Absorptions-Pads 3a und 3b auf der Trager- 
schicht 1 fixiert, wobei ein Teil der Absorptions-Pads 3 a und 3b mit der porosen 
Membran 2 iiberlappt Die auf der Oberseite der porosen Membran 2 fixierten 
Dichtelemente 4a und 4b separieren die in der Mitte der Membran liegende Auf- 
gabezone 5 von der ubrigen Membranflache und ermoglichen die gerichtete bidi- 
15 rektionale Verteilung von Probenflussigkeit und Testreagenzien in die porose 
Membran 2. Zwischen der Aufgabezone 5 und dem Bereich der porosen Membran 
2, der mit den Absorptions-Pads 3 a und 3b in Kontakt steht, sind die Indikatorzo- 
nenbereiche 6a und 6b angeordnet. Diese werden aus diagonal versetzten, in defi- 
nierten X- und Y-Positionen angeordneten, punktformigen Indikatorzonen I - VI 
20 gebildet, wobei die Indikatorzonen aus den folgenden Bindungselementen beste- 
hen: 
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Indikatorzone 


Bindungselement 


Spezifikation 


I 


AntikSrper 


Anti- A (monoklonal) 


n 


AntikSrper 


Anti-B (monoklonal) 


m 


Antikorper 


Anti-AB (monoklonal) 


rv 


Antikorper 


Anti-D (monoklonal) 


V 


Antikorper 


Anti-CDE (monoklonal) 


Via, VIb 


Antikorper 


Anti-Erythrozyten (polyklonal) 



Die Indikatorzonen Via und VIb sind die Kontrollen (ctl) und enthalten polyklo- 
nale anti-Erythrozyten Antikorper. Sie befinden sich distal angeordnet zu den In- 
dikatorzonen I-DI bzw. IV-V. 



In Fig. 15 wird eine Explosionsdarstellung der in Fig. 14 dargestellten erfin- 
5 dungsgemaBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests mit bidirektionalem Fluss ge- 
zeigt, die aus den Komponenten Tragerschicht 1, porose Membran 2, Absorpti- 
ons-Pads 3 a und 3b und den Dichtelementen 4a und 4b bestehen, welche die mit- 
tig liegende Aufgabezone 5 von der iibrigen Membranflache separiert, die wieder- 
um zwei Indikatorzonenbereiche 6a und 6b mit den von proximal nach distal dia- 
10 gonal versetzt angeordneten Indikatorzonen I, II, HI, Via bzw. IV, V, VIb enthal- 
ten. 
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Beispiele 

Beispiel 1: Blutgmppenbestinunung 
Herstellung der Teststreifen: 

5 Die Teststreifen bestehen aus einer Aufgabezone, einem Indikatorzonenbereich 
und einem Absorptionsbereich. Membranen der Sorte Millipore HiFlow Plus 065 
werden in Streifen auf eine Grofie von 15x35 mm (Breite/Lange; x/y) fur eine 6- 
Spot- Ausfuhrung, bzw. auf eine GroBe von 26 x 40 mm fur eine 11-Spot- 
Ausfuhrung zurechtgeschnitten und auf eine TrSgerschicht (Backing Sheet z. B. 

10 von G&L) aufgeklebt. Diagonal versetzt oder altemativ in einer linearen Reihe 
versetzt werden im Indikatorzonenbereich 0,2 jil Punkte von Losungen verschie- 
dener blutgruppenspezifischer monoklonaler Antikorper unter Verwendung eines 
Dispersens, z. B. AD3200 (Biodot), aufgetragen: 

Anti-A-Klon Birma-1 (Serologicals, TLJ0105); Anti-B-Klon ES-4 (Serologicals, 
15 NCA0201); Anti-AB-Klone AB6, AB26, AB92 (Medion Diagnostics, 010062); 
Anti-D-Klon LDM3 (SNBTS, Z7180100); Anti-C-Klon MS-24 (Serologicals, 
un-formulated, KGK0212); Anti-c-Klon MS-33 (Serologicals, KNI0207); Anti- 
E-Klons MS-80 + MS-258 (Serologicals, KXE0201); Klons Anti-e MS-21+MS- 
63 (Serologicals, KLL0205+KQK0205); Anti-Cw-Klon MS-110 (Serologicals, 
20 JPK0201); Anti-K-Klon MS-56, (Serologicals, KOA0201). 

Die Positionierung des anti-A Antikorpers erfolgt in Position x=3/y=10 mm. Alle 
anderen AntikSrper werden iterierend in AbstSnden von x=l,5/y=2,2 mm zur Po- 
sition des anti-A Antikorpers dispensiert. Der anti-Erj^throzyten-spezifische Kon- 
trollantikSrper (Rabbit IgG Fraction of anti Hitman RBC, Rockland, 209-4139) 
25 wird in x=2/y=3,5 mm Versetzung zum letzten Spot der Serie der blutgruppenspe- 
zifischen Antikorper aufgetragen. Die Verdtinnungen der Antikorper erfolgen in 
15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol) wie folgt: Anti-A 
AntikSrper 1:3, anti-B Antik6rper 1:2, anti-AB AntikOrper 1:4, anti-D Antikorper 
1:4, anti-RBC Antikorper 1:3. Alle anderen Antikorperlosungen werden nicht 
30 vorverdiinnt, jedoch mit Methanol auf 10% (v/v) versetzt. 
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Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Antikorper flir 20 min bei 
40°C getrocknet und anschlieBend bei konstanter Luflfeuchte bis zur Testdurch- 
fuhrung aufbewahrt. Am zur Aufgabezone distalen Ende wird ein mit der Memb- 
ran urn 3 mm tiberlappendes 15x10 mm bzw. 26x10 mm groBes Absorptions-Pad 
5 (Schleicher & Schull, 300) aufgeklebt. Die Aufgabezone wird durch Aufkleben 
eines 1-2 mm breiten Klebestreifens (Tesa 4124) in Position y=5 mm tiber die 
gesamte Membraribreite von der ubrigen Membran separiert. 

Testansatz : 

Als Blutproben werden antikoagulierte Vollblute verwendet. Fur den eigentlichen 
10 Test werden 100 yl 1:6 in Verdtlnnungspuffer (Enlisstll, Medion Diagnostics oder 
Diluent 1, DiaMed) verdiinntes Blut (6-Spot-AusfOhrung) bzw. 150 \il (11-Spot- 
Ausfiihrung) in die Aufgabezone aufgetragen. Wenn das Blut die Aufgabezone 
verlassen hat, werden einmalig 100 //I bzw. 150 \xl Verdtlnnungspuffer oder vor- 
zugsweise 100 |nl hypoosmotischer Waschpuffer (15 mM Kaliumphosphatpuffer 
15 pH 7,4, 0,3-0,45 % (w/v) NaCl) auf die Aufgabenzone pipettiert, urn ungebundene 
Erythrozyten aus der Membran zu waschen. Alternativ kann der Probenauftrag 
aber auch mit 50 jil 1:3 verdunntem oder unverdiinntem Blut erfolgen. Bei diesen 
Proben wird die Membran zweimalig mit Verdtinnungspuffer bzw. einmalig mit 
Verdunnungspuffer und nachfolgend mit hypoosmotischem Waschpuffer gewa- 
20 schen. 

Bei der gewahlten 1:6 VerdUrmung ist die anti-RBC Kontrolle als Indikator eines 
erfolgreich durchgefiihrten Tests nach 2 Minuten sichtbar. Mit unverdiinntem Blut 
dauert der Test langer. 
Ergebnis: 

25 Der Test ist valid, wenn die anti-RBC Kontrolle ein deutlich positives Signal 
(Roter Punkt) zeigt. Je nach Anwesenheit oder Abwesenheit der jeweiligen Blut- 
gruppenantigene erscheinen an den entsprechenden Positionen rote Punkte (posi- 
tiv) oder die fast weisse Hintergrundfarbung der Membran (negativ). 



WO 2005/005991 



PCT/EP2004/007536 



-29- 

Beispiel 2: Bedside Test 
Herstellung der Teststreifen: 

Der Bedside-Test besteht aus je zwei, auf einer Tragerschicht (Backing Sheet) 
fixierten Membranen („Konserve", „Empfanger"), <jie jeweils aus einer Aufgabe- 
5 zone, einem Indikatorzonenbereich und einem Absorptionsbereich bestehen. 

Membranen der Sorte Millipore HiFlow Plus 065 werden in Streifen auf eine 
GroBe von 12,5 x 30 mm (Breite/Lange; x/y) zurechtgeschnitten. Jeweils zwei 
davon werden auf eine Tragerschicht (Backing Sheet z. B. von G&L) im Abstand 
von 5 mm aufgeklebt, so dass das Gesamt- Assembly eine GrtfBe von 30 x 30 mm 
10 hat. 

Diagonal versetzt werden auf beide Membranen unter Verwendung eines Dispen- 
sers, Z. B. AD3200 (Biodot) folgende, jeweils dieselben Auftragungen vorge- 
nommen: 0,2 fil Punkte von Losungen der monqklonalen Antikorper Anti-A-Klon 
Birma-1 (Serologicals, TLJ0105) in Position x=4/y=12 mm; Anti-B-Klon ES-4 

15 (Serologicals, NCA0201) in Position x=7/y=14 mm. Der anti-Erythrozyten- 
spezifische Kontrollantikorper (Rabbit IgG Fraction of anti Human RBC, Rock- 
land, 209-4139) wird in x=3/y=4 mm Versetzung zum anti-B Spot aufgetragen. 
Die Verdunnungen der Antikorper erfolgen in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 
7,5, 10% (v/v) Methanol) wie folgt: Anti-A Antikorper 1:3, anti-B Antikorper 1:2, 

20 anti-RBC Antikorper 1:3. 

Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Antikorper fur 20 min bei 
40°C getrocknet und anschlieBend bei konstanter Luftfeuchte bis zur Testdurch- 
ftthrung aufbewahrt. Am zur Aufgabenzone distalen Ende wird ein mit beiden 
Membranen um 3 mm uberlappendes 30x10 mm grofies Absorptions-Pad (Schlei- 

25 cher & Schull, 300) aufgeklebt. Die Aufgabezone wird durch Aufkleben eines 1-2 
mm breiten Klebestreifens je Teststreifen (Tesa 4124) in Position y=5 mm tlber 
die gesamte Membranbreite von der tlbrigen Membran separiert. 

Testansatz : 

Als Proben werden verwendet: FUr die Membran „Konserve": Erythrozytenkon- 
30 zentrat; fur die Membran „Empfanger": Vollblut. 
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Fur den eigentlichen Test werden 50 iA Vollblut auf der Seite „Empfanger" und 
50 ij\ Erythrozytenkonzentrat auf der Seite „Konserve" in die jeweilige Aufgabe- 
zone aufgetragen. Nachdem das Blut von der Membran ganz aufgesogen worden 
ist, wird mit jeweils 2 x 100 jt/1 Verdiinnungspuffer bzw. einmalig mit Verdiin- 
5 nungspuffer und nachfolgend mit hypoosmotischem Waschpuffer gewaschen. 
Ergebnis: 

Die anti-RBC Kontrolle als Indikator eines erfolgreich durchgefiihrten Tests wird 
bei beiden Membranen nach etwa 2 Minuten sichtbar. 

Der Test ist valid, wenn die anti-RBC Kontrolle ein deutlich positives Signal (ro- 
10 ter Punkt) zeigt. Je nach Anwesenheit oder Abwesenheit der jeweiligen Blutgrup- 
penantigene erscheinen an den entsprechenden Positionen rote Punkte (positiv) 
oder die fast weiBe Hintergrundfarbung der Membran (negativ). Ein identisches 
Bild fur „Empfanger" und „Konserve" bedeutet ABO-Identitat zwischen Empfan- 
ger und Konserve. 

15 

Beispiel 3: Blutgmppenbestimmung mit bidirektionalem Lateral-Fluss-Test 
Herstellung der Teststreifen: 

Die Teststreifen bestehen aus einer in der Mitte der Membran liegenden Aufgabe- 
zone, zwei Indikatorzonenbereichen imd zwei Absorptionsbereichen. Membranen 

20 der Sorte Millipore HLFlow Plus 065 werden in Streifen auf eine GroBe von 15 x 
50 mm (Breite/Lange, x/y) zurechtgeschnitten und auf eine Tragerschicht (Ba- 
cking Sheet z. B. von G&L) aufgeklebt. Diagonal versetzt oder alternativ in einer 
linearen Reihe versetzt werden im Indikatorzonenbereich 0,2 fi\ Punkte von L6- 
sungen verschiedener blutgruppenspezifischer monoklonaier Antikorper aufgetra- 

25 gen. Dabei ist die Mitte der Streifenlange (y=0 mm) die BezugsgroBe fiir die Po- 
sitionierung der Indikatorzonen in y-Richtimg. Folgende Antikorper werden unter 
Verwendung eines Dispensers, z. B. AD3200 (Biodot), dispensiert: 

Anti-A-KlonBirma-1 (Serologicals, TLJ0105); Anti-B-Klon ES-4 (Serologicals, 
NCA0201); Anti-AB-Klone AB6, AB26, AB92 (Medion Diagnostics, 010062); 
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Anti-D-Klon LDM3 (SNBTS, Z71 80100); Anti-C-Klon MS-24 (Serologicals, 
un-formulated, KGK0212); Anti-E-Klone MS-80 + MS-258 (Serologicals, 
KXE0201). Fttr die anti-CDE Indikatorzone werden die anti-D und anti-C Anti- 
korper zweifach, die anti-E Antikorper dreifach auikonzentriert und in gleichen 
5 Volumenteilen gemischt. 

In der Ausfuhrungsform der diagonalen Versetzung der Indikatorzonen erfolgt die 
Dispensierung des anti-A Antikorpers in Position x=4/y=10 mm. Die Positionen 
der anti-B und anti-AB Antikorper erfolgt iterierend in Abstanden von x=3,5/y=2 
mm zur Position des anti-A Antikorpers. Der anti-Erythrozyten-spezifische Kon- 

10 trollantikorper (Rabbit IgG Fraction of anti Human RBC, Rockland, 209-4139) 
wird in x=3,5/y=3,5 mm Versetzung zum letzten Spot der Serie der anti-A, anti-B 
und anti-AB Antikorper aufgetragen. Die Dispensierung des anti D-Antikorpers 
erfolgt in Position x=4/y= : -10 mm, die Dispensierung der anti-CDE Antikorper im 
Abstand von x=3,5/y=-2 mm. Der anti-Erythrozyten-spezifische Kontrollantikor- 

15 per wird in x=3,5/y=-3,5 mm Versetzung zum Spot der anti-CDE Antikorper auf- 
getragen. Die Verdunnungen der AntikSrper erfolgen in 15 mM Kaliumphosphat- 
puffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol) wie folgt: Anti-A Antikorper 1:3, anti-B An- 
tikorper 1:2, anti-AB Antikorper 1:4, anti-D Antikorper 1:3, anti-RBC Antikorper 
1:3. Die Antikorpermischung anti-CDE wird nicht vorverdtinnt, jedoch mit Me- 

20 thanol auf 10% (v/v) versetzt. 

Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Antikorper fUr 20 min bei 
40°C getrocknet und anschlieBend bei konstanter Luftfeuchte bis zur Testdurch- 
fiihrung aufbewahrt. An den zur Aufgabenzone distalen Enden der Membran wer- 
den zwei mit der Membran um 3 mm uberlappende 15x10 mm groBe Absorpti- 
25 ons-Pads (Schleicher & Schiill, 300) aufgeklebt. Die Aufgabezone wird durch 
Aufkleben von zwei 1-2 mm breiten Klebestreifen (Tesa 4124) in Position y=3 
mm bzw. y=-3 mm tiber die gesamte Membranbreite von der iibrigen Membran 
separiert 



WO 2005/005991 



PCT7EP2004/007536 



-32- 

Testansatz : 

Als Blutproben werden antikoagulierte Vollblute verwendet Fvir den eigentlichen 
Test werden 100 //l 1:6 in Verdiinnungspuffer (Enlisstll, Medion Diagnostics) 
verdunntes Blut in die Aufgabezone aufgetragen. Wenn das Blut die Aufgabezone 

5 verlassen hat, werden einmalig 100 //l Verdiinnungspuffer oder 100 jlxI hypoos- 
motischer Waschpuffer (15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4, 0,3-0,45 % (w/v) 
NaCl) auf die Aufgabenzone pipettiert, urn ungebundene Erythrozyten aus der 
Membran zu waschen. Alternativ kann der Probenauftrag aber auch mit 50 jxl 1:3 
verdunntem oder unverdiinntem Blut erfolgen. Bei diesen Proben wird die Memb- 

10 ran zweimalig mit Verdtinnungspuffer bzw. einmalig mit Verdiinnungspuffer und 
nachfolgend mit hypoosmotischen Waschpuffer gewaschen. 

Bei der gewahlten 1 :6 Verdiinnung ist die anti-RBC Kontrolle als Indikator eines 
erfolgreich durchgefuhrten Tests nach 2 Minuten sichtbar. Mit unverdiinntem Blut 
dauert der Test langer. 

15 Ergebnis: 

Der Test ist valid, wenn die anti-RBC Kontrolle ein deutlich positives Signal 
(Roter Punkt) zeigt. Je nach Anwesenheit oder Abwesenheit der jeweiligen Blut- 
gruppenantigene erscheinen an den entsprechenden Positionen rote Punkte (posi- 
tiv) oder die fast weisse Hintergrundfarbung der Membran (negativ). 

20 
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Patentanspruche 

5 1. Vorrichtung zum gleichzeitigen, qualitativen oder quantitativen Bestimmen 
mehrerer Analyten in einer flussigen Probe, umfassend eine Membran (2) mit 
einer Aufgabezone (5) zum Auftragen der flussigen Probe, 
mindestens zwei Indikatorzonen, die mit dem/den Analyten in Wech- 
selwirkung treten konnen und 
10 - mindestens einem Absorptionsbereich (3), welcher die Flilssigkeit nach 

Passieren der Indikatorzonen aufoimmt, 
wobei die Indikatorzonen zwischen der Aufgabezone (5) und einem Absorpti- 
onsbereich (3) liegen, dadurch gekennzeichnet, dass 

die FlieBrichtungen von der Aufgabezone (5) durch die jeweiligen Indikator- 
15 zonen zu einem Absorptionsbereich (3) (FlieBspuren) im Wesentlichen paral- 

lel sind und mindestens zwei unterschiedliche FlieBspuren vorliegen. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei die Indikatorzonen so angeordnet sind, 
dass die Probenfltissigkeit pro FlieBspur nicht mehr als eine Indikatorzone 

20 durchstromt. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Indikatorzonen in einer dia- 
gonalen, W-, N-formigen oder linearen Reihe angeordnet sind. 

25 4. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei die Indikatorzonen An- 
tikorper bzw. Antikorperfragmente und/oder Lektine bzw. Fragmente davon 
umfassen. 

5. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei die Indikatorzonen ins- 
30 besondere anti-A, -B, -AB, -D, -D, -C, -c, -E, -e, -Cw, und/oder -K-Antikorper 

bzw. Antikorperfragmente umfassen 
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6. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei die Membran (2) vor- 
zugsweise aus Polyethylen, Nitrozellulose oder Nylon, besteht. 

5 7. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei hinter der Aufgabezone 
(5) und vor den Indikatorzonen auf der Membran (2) mindestens ein Dicht- 
elenient (4) angeordnet ist. 

8. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei die Komponenten der 
10 Vorrichtung zur mechanischen Verstarkung auf eine Tragerschicht (1) aufge- 

bracht sind. 

9. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, wobei die Komponenten der 
Vorrichtung in einem Gehause integriert sind. 

15 

10. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 9 zur Analyse 
von Blut, insbesondere zur Bestimmung von Blutgruppenantigenen bzw. - 
antigen-Epitopen. 

20 11. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 10 zur Analyse 
von Blut, insbesondere zur simultanen Bestimmung der A-, B-, AB-, C-, 
c-, E-, e-, Cw- und/oder K-Blutgruppenantigene bzw. -antigen-Epitope. 

12. Verfahren zur Bestimmung mehrerer Analyten oder deren Derivate in einer 
25 fliissigen Probe, umfassend: 

das Auftragen der Probe auf die Aufgabezone (5) einer Membran (2) der 
Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspriiche 1 bis 8, wobei 
diese Probe in ausreichender Menge vorliegt, urn die Probenfltissigkeit da- 
30 zu zu veranlassen, in Richtung Absorptionsbereich (3) durch die Indikator- 

zonen zu flieBen und um die Analyten oder ihre Derivate in der Proben- 
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fltlssigkeit dazu zu veranlassen, in den Indikatorzonen einen Komplex zu 
bilden. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, wobei die Analyte Blutgruppenantigene bzw. - 
5 antigen-Epitope sind. 

14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, wobei die Analyte insbesondere A-, B-, 
AB-, D-, C-, c- 3 E-, e-, Cw- und/oder K-Blutgruppenantigene bzw. -antigen- 
Epitope urnfassen. 

10 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 14, wobei die Analyte A-, B-, 
AB-, D-, C-, c-, E-, e-, Cw- und K-Blutgruppenantigene bzw. -antigen- 
Epitope gleichzeitig bestimmt \yerden. 

15 16. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 15, wobei die Ihdikatorpartikel 
Erythrozyten sind. 

17. Verfahren nach einem der Ansprttche 12 bis 16, wobei die Membran (2) nach 
Auftragung der Indikatorpartikel gewaschen wird. 

20 

18. Verfahren nach Anspruch 17, wobei der Waschpuffer vorzugsweise hypoos- 
motisch ist. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 18, wobei die flttssige Probe aus 
25 Blut oder Blutbestandteilen, vorzugsweise aus Vollblut, Erythrozyten- 

Konzentrat, oder Testfliissigkeit, wie Kontrollblut, besteht. 
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